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Abstract 


The invention relates firstly to a process for the preparation of a sweetener in which sucrose is converted 
enzymatically into a saccharide mixture which is called "isomerised sucrose" and has a disaccharide content of 
more than 85% by weight, then non-isomerised remaining sucrose is removed from the latter by enzymatic and/or 
H<+> ion-catalysed cleavage, and this product Is catalytically hydrogenated, the resulting mixture being subjected, 
preferably either before or after the catalytic hydrogenation, to a chromatographic separation. It also relates to 
sweeteners which have preferably been prepared by this process and which contain either a mixture of 10 to 50% 
by weight of 6-0- alpha -D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1 .6 GPS) 2 to 20% by weight of 1-0- alpha -D- 
glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1.1 GPS) 30 to 70% by weight of 1-0- alpha -D-glucopyranosyl-D-mannltol (= 1.1 
GPM) or of 5 to 10% by weight of 6-0- alpha -D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1 .6 GPS) 30 to 40% by weight of 1 -O- 
alpha -D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1.1 GPS) 45 to 60% by weight of 1-0- alpha -D-glucopyranosyl-D-mannitol (= 
1.1 GPM) 
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EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



0 Sussungsmittei, Verfahren zur Herstellung desselben sowie dessen Verwendung. 



0 Die Erfindung betrifft einmal ein Verfahren zur Herstellung eines SUBungsmittels, bei dem nnan Saccharose 
2 enzymatisch In ein als "isomerisierte Saccharose" bezeichnetes Saccharidengemisch mit einem Disaccharldan- 
^ teil von mehr als 85 Gew.% umwandelt, danach diese von nicht isomerisierter Restsaccharose durch enzymati- 
00 sche und/oder H+-lonen katalysierte Spaltung befreit und dieses Produkt katalytisch hydriert. wobei vorzugswei- 
se entweder vor oder nach der katalytischen Hydrierung das erhaltene Gemisch einer chromatographischen 
Trennung unterworfen wird; sle betrifft zum anderen vorzugsweise nach diesem Verfahren hergestellte SOBungs- 
^ mittel, die entweder ein Gemisch aus 

2 10 bis 50 Gew.% 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,6 GPS) 

2 bis 20 Gew.% 1-0-a-D-Giucopyranosyl-D-sorbit (= 1.1 GPS) 
® 30 bis 70 Gew.% 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (=1,1 GPM) 

o6er aus 

lU 5 bis 10 Gew.% 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,6 GPS) 

30 bis 40 Gew.% 1-O-a-D-GlucopyranosyI-D-sorbit (= 1.1 GPS) 
45 bis 60 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannlt (=1.1 GPM) 
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enthalten. 
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Die Erfindung betrifft ein neues Sufiungsmittel, ein Verfahren zu dessen Herstellung sowie die 
Verwendung dieses SUfiungsmittels in Nahrungs- und Genufimitteln. 

Da Saccharose ein kalorienreiches Nahrungsmitte) ist. Zahnkaries begunstigt und fur Diabetiker unge- 
eignet ist, besteht ein Bedurfnis an anderen SQfiungsmitteln. die im Gegensatz zu syntlietischen SuBstoffen 
5 wie Saccharin, Cyclannat Oder Aspartame keinen Nebengeschmack haben und k5rpergebende Eigenschaf- 
ten besitzen. 

Als SUBungsnnittel warden bislang unter anderem Maltit und Lacttt sowie Isomaltit als niclit-kariogene, 
kalorienarme SUBungsmittel vorgeschlagen. Erstere sind wegen ihrer sirupartigen Konsistenz nur begrenzt 
einsetzbar, wahrend letzteres bislang nicht auf wirtschaftliche Weise hergestellt werden konnte. 

10 Isomaltit kann z.B. gemaB DE 22 17 628 A1 uber Isomaltulose als Zwischenstufe mit anschlieBender 
katalytischer Hydrierung erhalten werden. Die Ausbeute an der Zwischenstufe Isomaltulose betragt nur 45 
%, die Gesamtausbeute an Isomaltit liegt bei 41 %. 

Man kann zwar gemaS EP 28 900 A1, EP 49 472 A1 und EP 91 063 A1 mit immobilisierten 
Bakterienzellen eine enzymatische Umwandlung der Saccharose zu Isomaltulose in einer Ausbeute von 

75 etwa 80 % ermSglichen. jedoch wird fOr die Herstellung von Isomaltit gereinigt© Isomaltulose benotigt. so 
dafi auch bei diesen Verfahren eine Ausbeuteminderung durch Kristallisation eintritt. 

Daruber hinaus hat Isomaltit den Nachteil, daB es aufgrund seiner geringeren Loslichkeit zum Auskri- 
stallisieren in Lebensmitteln neigt. wodurch z.B. Schokolade einen sandigen Geschmack zeigt. Hartkaramel- 
len trube werden und sich in Marmeladen Kristalle bilden. 

20 Es ist ferner aus der DE 25 20 173 Al bekannt. durch katalytische Reduktion von Isomaltulose in 
neutraler wassriger LQsung neben Isomaltit. also dem Glucopyranosyl-1 .6-sorbit (= 1.8-GPS), auch den 
stereoisomeren Glucopyranosyl-1 ,6-mannit (= 1,6-GPM) bis zu einem Gewichtsverhaltnis von 1 : 1 zu 
erhalten. Aufgrund seiner geringen Loslichkeit kann 1.6-GPM zwar leicht isoliert werden und ist als 
kalorienarmes, korpergebendes Produkt eine Bereicherung der Diatetik. Wegen seiner geringen Loslichkeit 

25 kristallisiert es aber noch leichter in den Lebensmitteln aus als Isomaltit und muB - da die SQBkraft nur etwa 
40 % der von Saccharose betragt - in hSherer Menge zum Erreichen des gleichen SQBungseffektes 
eingesetzt werden. 

Auch Abmischungen von 1 ,6-GPS bzw. 1 ,8-GPM mit anderen Zuckeralkoholen Oder Zuckern ergeben 
keine befriedigenden Produkte. Selbst wenn man den zur Unterdruckung von Kristallisation bekannten 
30 Sorbit einsetzt, erhSIt man hygroskopische. also klebrige Produkte. 

Letztlich ist in der EP 109 009 Al ein Isomerisierungsprodukt, das mit Protaminobacter rubrum (CBS 
574.77) aus Saccharose hergestellt wurde, mit der folgenden Zusammensetzung beschrieben: 



35 



Fructose 


5 


- 8 Gew.% a. TS-Gehalt 


Glucose 


2 


- 5 Gew.% a. TS-Gehalt 


Saccharose 


0- 


0,5 Gew.% a. TS-Gehalt 


Isomaltulose 


65 - 


72 Gew.% a. TS-Gehalt 


Trehalulose 


10- 


20 Gew.% a. TS-Gehalt 


Oligomere 


3 


- 6 Gew.% a. TS-Gehalt 



Ein solches Saccharidgemisch ist als diatetisches SUBungsmittel ungeeignet. da einige Komponenten 
kalorisch verwertet werden, insulinabhSngigen Stoffwechsel zeigen und Zahnkaries fordern. Der Gehalt an 
Trehalulose laBt sich zwar auf bis zu 35 % steigern. wenn die Zuckermischung etwa 100 h mit freien Oder 
46 tragerfixierten Bakterienzellen unter geeigneten Bedingungen gehalten wird. Wirtschaftlich ist dieses Verfah- 
ren jedoch nicht. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein SUBungsmittel bzw. ein Verfahren zur Herstellung 
eines neuen kalorienarmen, nicht-kariogenen und fUr Diabetiker geeigneten Sufiungsmittels vorzuschlagen, 
welches eine angenehme SuBwirkung mit guten korpergebenden Eigenschaften verbindet, in fester Form 
50 leicht und wirtschaftlich hergestellt werden kann und in den anwendungsgemaBen Konzentrationen nicht 
auskristaliisiert. 

Zur Losung dieser Aufgabe wird daher einmal ein Verfahren zur Herstellung eines SuBungsmittels 
gemaB Hauptanspruch und zum anderen die vorzugsweise nach diesem Verfahren hergestellten SUBungs- 
mittel gemaB Anspruch 6 bis 9 und letztlich die Verwendung dieser SUBungsmittel fur Nahrungs- und 
55 GenuBmittel vorgeschlagen, wobei weitere Ausgestaltungen in den Unteranspruchen en^^ahnt sind. 

Die Erfindung beruht auf der Uberraschenden Feststellung, daB man durch die Kombination der 
Verfahrensschritte von Isomerisierung der Saccharose, Entfernung von nicht isomerisierter Restsaccharose 
und katalytischer Hydrierung und vorzugsweise sowohl durch die entweder vor Oder nach der Hydrierung 
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vorgenommene chromatographische Behandlung und auch insbesondere durch eine spezielle Auswahl von 
Bakterienstammen SUfiungsmittel mit den gewOnschten Eigenschaften erhSlt. 

im folgenden wird die Erfindung naher eriautert. wobei die folgenden Kurzbezeichnungen verwendet 
werden: 

5 1 ,6-GPS fur 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 
1,1-GPS fur 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 
1,1 -GPM fur 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-nnannit 
und wobei femer festzulialten ist, daS durch Hydrierung 



10 


aus isomaltose 


100% 


1 ,6-GPS, 




aus Isomaltulose 


43-57% 


1.1 -GPM 






43-57% 


1,6-GPS und 


15 


aus Trehalulose 


50-80% 


1,1 -GPM 




20-50% 


1.1-GPS 



erhalten werden. 

Nacli dem erfindungsgemafien Verfahren wird in einer ersten Stufe Saccharose nnit Bakterienstammen 
20 aus der Gruppe von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77), Serratfa plymuthica (ATCC 15928). Serratia 
marcescens (NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroides (NRRL-B 512 F (ATCC 1083 a)) und Erwinia 
rhapontici (UCPPB 1578) isomerislert. 

Danach wird in einem zweiten Verfalirensschritt diese "Isomerislerte Saccharose" von der nicht 
isomerisierten Restsaccharose befreit. Dieses ist im vorliegenden Verfahren wesentlich, wenngleich es an 
25 sich bekannt ist, reine Saccharosel5sungen mit Invertase und/oder einem Invertlerungsharz 2u einem 
Gemisch aus Glucose und Fructose zu spalten; nur war es bislang nIcht bekannt, eine spezifische Spaltung 
der Saccharose in Gegenwart von wesentlich grSfieren Mengen anderer Disaccharide ohne deren Beein- 
trachtigung durchzufuhren. 

In einem dritten Verfahrensschritt wird dann die von Restsaccharose befreite "Isomerisierte Saccharo- 
30 se" katalytisch hydriert. wobei ein Gemisch der folgenden Zusammensetzung erhalten wird: 



Man nit (aus Fructose) 


3 bis 4 Gew.% 


Sorbit (aus Fructose und Glucose) 


4 bis 9 Gew.% 


e-O-a-D-GIucopyranosyl-D-sorbit (= 1,6-GPS) aus Isomaltulose 


10 bis 55 Gew.% 


1 -0-a-D-GIucopyranosyl-D-sorblt (=1,1 -GPS) aus Trehalulose 


2 bis 20 Gew.% 


1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (= 1.1-GPM) aus Isomaltulose und Trehalulose 


30 bis 70 Gew.% 


hydrierte Oligosaccharide 


3 bis 6 Gew.% 


Saccharose 


unter 1 Gew.% 



40 

Das VerhSltnis von GPS/GPM llegt je nach Hydrierungsbedingungen (alkallsch/neutral) bei etwa 2 : 1 
bis 1 : 7. 

Da die Oligosaccharide die anwendungstechnlschen, aber auch die physiologischen Eigenschaften des 
erhaitenen Produktes negativ beelnflussen konnen, werden sie zusatzlich und vorzugswelse durch chroma- 
45 tographische Trennung an Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen entfernt. 

Das nach der chromatographischen Trennung resultierende Gemisch aus Sorbit, Mannit, 1,6-GPS, 1,1- 
GPS und 1,1-GPM kann in flussiger Form Oder auch als trockenes. freiflieBendes Produkt als SOBungsmittel 
verwendet werden. 

Alternativ Ist es also auch mogllch, die isomerisierte Saccharose von der nicht hydrierfahlgen Rest- 
so Saccharose zu befreien und insbesondere Glucose, Fructose und Oligosaccharide zu entfernen, was durch 
chromatographische Trennung an Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen bewirkt wird. 

Um das SuBungsmittel besser in Lebensmittein einzusetzen, bei denen ein hoher Trockensubstanzge- 
halt einzuhalten 1st. Ist es vorteilhaft, die Kristalllsatlonsneigung des 1,1-GPM durch ErhQhung des 1,1-GPS 
Gehaltes zu unterdrucken. Dieses laGt sich nach eIner weiteren Alternative dadurch errelchen, daB man 
55 Saccharose enzymatisch mit Bakterien der Art Pseudomonas mesoacidophUa oder Agrobacien'um ra- 
diobacter in wassriger Losung in ein Zuckergemisch GberfQhrt. welches Gberwiegend aus Trehalulose 
besteht, und dieses Zuckergemisch katalytisch hydriert und einer Reinigung unterwirft. Insbesondere 
werden die Bakterien-stSmme Pseudomonas mesoacidophUa MX- 45 (Ferm 11808) oder Agrobacterfum 



4 



EP 0 625 578 A1 



radiobacter MX''232 (Perm 12397) eingesetzt. 

Urn das erhaltene SuSungsmittel. das als Gemisch aus Sorbit, Mannit, 1,6-GPS. 1,1 -GPS und 1.1 -GPM 

In flussiger Form vorliegt in trockene Form zu Uberfuhren, muB das als Losungsmittel vorliegende Wasser 

durch Verdampfen entfernt werden. wobei es vortellhaft ist, zuvor den Sorbit- und Mannitgehalt auf 5 bis 0 
5 und vorzugsweise auf 1 bis 0% zu reduzieren; dieses laBt sich durch die chromatographische Trennung an 

geeigneten Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen durchfuhren. 

Die erfindungsgemafi hergesteilten Mischungen haben eine der Saccharose llhnliche Sufie ohne 

Beigeschmack; die SUfikraft betrSgt jedoch nur 40 bis 50 %. Diese kann gegebenenfalls durch ZufGgen von 

synthetischen Sufistoffen erhoht und z.B. auf die Sufikraft von Saccharose eingestellt warden. Bei Anwen- 
70 dung in Karamellen oder Marmelade ergibt sich ein der Saccharose vergleichbarer Korper, ohne dafi es 

zum Auskristallisieren der einzelnen Saccharide kommt. 

Beisplei 1: 
75 A. Herstellung des Biokatalysators 

Von einer Abimpfung des Stammes Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) werden Zellen mit 10 ml 
eines sterilen Nahrsubstrates, bestehend aus 8 kg Dicksaft aus einer Zuckerfabrik (Trockensubstanzgehalt 
= 65 %), 2 kg Maisquellwasser, 0,1 kg (NH4)2 HPO* und 89,9 kg dest. Wasser, bei Bedarf auf pH 7,2 
20 eingestellt, abgeschwemmt. Diese Suspension dient als Impfgut fOr die Schuttelmaschlnen-Vorkultur in 1- 
Liter-Kolben mit 200 ml Nahrlosung obiger Zusammensetzung. 

Nach einer 30-stundigen Bebrutungszeit bei 29* C werden mit je 10 Kolben (Gesamtinhalt 2 Liter) 18 
Liter Nahrlosung obiger Zusammensetzung in einem 30- Liter- Kleinferm enter beimpft und bei 29* C mit 20 
Liter Luft pro Minute und einer Ruhrgeschwindigkeit von 350 UpM fermentiert. 
25 Nach Erreichen von Keimzahlen Ober 5 x 10^ Keimen/ml wird die Fermentation abgestellt; die Zellen 
werden durch Zentrifugation aus der Fermenterlosung abgeerntet, in einer 2%-igen Natriumalginatlosung 
suspendiert und durch Eintropfen der Suspension in eine 2%-ige CalciumchloridlOsung Immobillslert. 

Die entstandenen Immobilisatkugein werden mit Wasser gewaschen. Dieser Blokatalysator ist bei + 4* 
C mehrere Wochen lagerfShig. 

30 

B. Herstellung der "Isomerlslerten Saccharose" 

Die wie unter A erhaltenen immobilisierten Zellen werden in einen temperierbaren Saulenreaktor gefullt, 
auf 25 bis 30* C temperiert und mit einer SaccharoselSsung mit 35 bis 45 % TS-Gehalt kontlnuierlich 
35 durchstromt. Die FlieSgeschwindigkelt wird dabei so eingestellt. daB mindestens 97 % der eingesetzten 
Saccharose umgelagert werden. 

Eine HPLC-Analyse der aus dem Saulenreaktor austretenden "Isomerisierten Saccharose" ergab 
folgende Zusammensetzung: 



40 


Fructose 


2,5 % a. TS 




Glucose 


2,0 % a. TS 




Saccharose 


1 ,0 % a. TS 




Isomaltulose 


82,5 % a. TS 


46 


Trehalulose 


9.5 % a. TS 


Isomaltose 


1.5% a. TS 




Oligomere (DP > 3) 


1,0%a. TS. 



50 C. Entfernung von Restsaccharose 

Die derart erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde von der nicht hydrierfahigen Rest-Saccharose 
befreit, Indem sie in einem mit H+-lonen beladenen. starksauren Katlonenaustauscher bzw. mit geeigneten 
Enzymen in einem Saulenreaktor wie folgt behandelt wurde: 
55 i) Entfernung der Restsaccharose an starksauren Kationenaustauschern 

100 cm3 eines starksauren Kationenaustauschers (z.B. Lewatit*"^ OC 1052) wurden in eine geeignete, auf 
60 • C temperierte Glassaule eingefCillt und durch Regeneration mit HCI nach bekannter Methode mit H^- 
lonen beladen. 
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Die nach Beispiel IB erhaltene 'Msomerisierte Saccharose" wurde mit einer RieSrate von 100 cm^ • 
h"^ durch die so vorbereitete KationenaustauschersSule gepumpt. Das am SMuieinausgang erhaltene 
Produkt hatte fblgende Zusammensetzung (HPLC): 



w 



Fuctose 


3.0 % a. TS 


Glucose 


2,5 % a. TS 


Saccharose 




Isomaltulose 


82.3 % a. TS 


Trehalulose 


9,5 % a. TS 


Isomaltose 


1 ,5 % a. TS 


Oligomere (DP 3) 


1 ,2 % a. TS 



ii) Entfernung oder Restsaccarose durch Enzyme 
T6 1 1 g einer immobliisierten invertase (z.B. SP 362 von NOVO Nordisl<, Kophenhagen) entsprechend 
einem Bettvolumen von 33 cm^ wurden in eine geeignete. auf 60* C temperierte Glassaule eingefUllt. 

Die nach Beispiel 1 8 erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurcle mit einer FlleBrate von 210 cm^ • 
h"^ kontinuierlich durch diese Saule gepumpt. 

Eine HPLC-Anaiyse des aus der "Invertasesaule" austretenden ProduI<ts ergab folgende Zusammen- 
20 setzung: 



25 



Fructose 


3.0 % a. TS 


Glucose 


2,5 % a. TS 


Saccharose 




Isomaltulose 


82,5 % a. TS 


Trehalulose 


9.5 % a. TS 


isomaltose 


1 ,5 % a. TS 


Oligomere (DP > 3) 


1 .0 % a. TS 



30 

In beiden Fallen wurde die Restsaccharose vollstandig zu Glucose und Fructose gespalten. Der Gehalt 
an diesen Monosacchariden war entsprechend hoher, wahrend die anderen Komponenten der "Isomerisier- 
ten Saccharose" nicht verMndert wurden. 

35 D Hydrierung der "Isomerisierten Saccharose" 

Die jeweils von der Rest-Saccharose befreiten Ansatze der "Isomerlsierten Saccharose" wurden an 
Raney-Nickel bei 80' 0 mit Wasserstoffgas unter Druck von etwa 10 MPa kontinuierlich hydrlert. Nach 
NIckel-Abtrennung und Reinigung durch lonenaustausch hatlen die AnsMtze der unter neutralen Bedingun- 
40 gen hydrierten "Isomerisierte Saccharose" etwa die folgende Zusammensetzung: 



Mannit 


1.5 % a. TS 


Sorbit 


4,0 % a. TS 


1.6-QPS 


44,4 % a. TS 


1,1-GPS 


3,8% a. TS 


1.1 -GPM 


45,3 % a. TS 


hydrierte und nichthydrierte Oligomere 


1.0 % a. TS 



50 Dieses Produkt ist zwar nach Entfernung von Wasser durch Verdampfen als SuSungsmittel einsetzbar, 
ISBt sich jedoch wegen seiner HygroskopizitSt, besonders wegen des Oligomerenanteils nur begrenzt 
einsetzen, zumal die noch vorhandenen Oligomeren teilweise im Dunndarm unter Freisetzung von Sorbit, 
Mannit und insbesondere von Glucose und Fructose gespalten werden und somit in Lebensmittein fur 
Diabetiker problematisch sind. 

55 
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Beispiel 2: 

Es wurde analog Beispiel 1 A bis C "Isomerlsierte Saccharose" hergestellt, die zur Entfernung von 
Glucose, Fructose und Oligosacchariden vor der Hydrlerung einer chromatographischen Trennbehandlung 
5 unterworfen wurde, wobei gleichzeitig ein Verlust an den Disacchariden Isomaltulose, Isonnaltose und 
Trehaiulose vermieden werden sollte. 

Als chromatographische Trennsaule wurde ein temperierbares, mit Siebboden versehenes 10 m langes 
Rohr mit 25 cm Durchmesser verwendet, das vollstSindig mit Wasser befUlIt und anschlleBend mIt einem 
mit Calciumionen beladenen starksauren Kationenaustauscherharz mit einer 4 bis 6%igen Vernetzung und 
10 einer Korngrol3e von etwa 0.4 bis 0.5 mm derart beschickt war, da6 das Harz vollstSndig von Wasser 
bedeckt war. 

Die nach Beispiel 1 A und B erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde nach Entfernung der 
Restsaccharose In einer Menge von etwa 18 kg (Trockensubstanz) auf die auf etwa 75' C temperierte 
Trennsaule aufgetragen und mit entionisiertem Wasser mit einer FlieSgeschwindigkeit von etwa 2 cm/min 
76 eluiert. Am Ausgang der TrennsSule wurden alls 10 Mlnuten Fraktionen gesammelt und deren Zusammen- 
setzung mit HPLC untersucht. 

In den ersten vier Fraktionen befanden sich etwa 60 % der Oligosaccharide und ferner etwa 10 % der 
Isomaltulose und etwa 25 % der Isomaltose. Die letzten fUnf Fraktionen enthielten etwa 70 % der Fructose, 
10 % der Trehaiulose und 20 % der Glucose. 
20 Die Zusammensetzung der resultierenden "Isomerlsierten Saccharose" war wie folgt: 



25 



Fructose 


1,0 


% 


a. TS 


Glucose 


2,3 


% 


a. TS 


Isomaltulose 


85.1 


% 


a. TS 


Trehaiulose 


9,8 


% 


a. TS 


Isomaltose 


1.3 


% 


a. TS . 


Ollgomeren 


0.5 


% 


a. TS 



30 Durch diese Art der Trennung lassen sich immerhin etwa 60 % der Ollgomeren, 70 % der Fructose und 
20 % der Glucose entfernen, wobei man den Verlust von 10 % der Isomaltulose, 10 % der Trehaiulose und 
25 % der Isomaltose hinnehmen muB. 

Das erhaltene Produkt wurde analog Beispiel 1 C hydriert und hatte folgende Zusammensetzung: 



35 



Mannit 


0.5 % a. TS 


Sorbit 


3,3 % a. TS 


i.6-GPS 


43,8 % a. TS 


1.1-GPS 


3,9 % a. TS 


1,1-GPM 


48,5 % a. TS 


Oligomere 


0,5 % a. TS. 



GegenQber dem Produkt nach Beispiel 1 lag der Gehalt an Sorbit und Mannit niedrlger; der Anteil an 
hydrierten und nicht hydrierten Ollgomeren betrug nur die Halfte. 

45 

Beispiel 3: 

Es wurde analog Beispiel 2 gearbeitet, wobei jedoch jetzt die TrennsSule mit einem Zeolithen beschickt 

wurde. der ein Si/AI-Verhaltnis von etwa 50 hatte. 
50 Die ersten fUnf Fraktionen enthielten die gesamte Menge an Oligosacchariden, Glucose und Fructose 

und noch etwa 50 % der Isomaltose. Es traten weder Trehaiulose noch Isomaltulose in diesen Fraktionen 

auf. Da der Isomaltosegehalt der "Isomerisierten Saccharose" nach Beispiel 1 bzw. 2 bei 1.5 bzw. 1.3 % a. 

TS liegt, gehen bei dieser Arbeitsweise nur etwa 0,8 bzw. 0,5 % der gewunschten Disaccharide verloren. 

Gleichzeitig werden die unerwunschten Oligosaccharide, Glucose und Fructose vollstSndig entfernt 
55 Die erhaltene "Isomerisierte Saccharose" hatte die folgende Zusammensetzung: 
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Fructose 










Glucose 










Isomaltulose 


89.0 


% 


a. 


TS 


Trehalulose 


10,2 


% 


a. 


TS 


Isomaltose 


0,8 


% 


a. 


TS 


Oligomere 











Dieses Produkt wurde analog Beispiel 1 D hydriert und zeigte folgende Zusammensetzung: 
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1.6-GPS 


45,3 % a. TS 


1.1-GPS 


4.1 % a. TS 


1.1-GPM 


50.6 % a. TS. 



75 

Dieses von Mannit. Sorbit und Oligomeren befreite Produkt war ein ausgezeichnetes. kaum hygroskopi- 
sches und fCr Diabetiker geeignetes SUBungsmlttel. 

20 

Die nach Beispiel 1 erhaltene und bereits hydrierte "Isomerisierte Saccharose" wurde mit einer 
chromatographischen Trennsaule, wie sie in Beispiel 2 vor der Hydrierung verwendet wurde, behandelt, 
wobei analog etwa 18 kg a. TS der nunmehr hydrlerten "Isonnerisierten Saccharose" aufgegeben und mit 
einer FlieBgeschwindigkeit von 2 cm/min eluiert wurden. Allerdings war diese Trennsaule jetzt mit einem mit 

25 Natriumionen beladenen. starksauren Katlonenaustauscherharz beschickt. 

Die ersten drei Fraktionen enthielten die Oligomeren und etwa 4 % des 1,1 -GPM. In den weiteren 
Fraktionen 4 bis 8 war der restllche Anteil an 1,1 -GPM, der gesamte Anteil an 1.1-GPS und etwa 99 % des 
1 .6-GPS enthalten, sowie etwa 50 % des Mannits und nur geringe Anteile des Sorbits. Aus den Massenbi- 
lanzen ergibt sich fUr das Produkt der Fraktionen 4 bis 8 ein Qesamtgehalt von GPM und GPS von etwa 97 

30 Gew.%. Die restlichen Anteile an 1.6 GPS, Mannit und Sorbit wurden in den Fraktionen ab Fraktion 9 
eluiert. 

Im Vergleich mit dem Verfahren gemafi Beispiel 2. nach welchem die chromatographische Trennung 
mit erdalkalibeladenen Kationenaustauschem durchgefuhrt wurde. ergibt sich eine bessere Trennung 
zwischen Dlsaccharid- und Monosaccharidalkoholen, so daS mehr als 97 Gew.% der gewunschten Disac- 
35 charidalkohole im Hauptprodukt gewonnen werden konnen, wahrend bei mit Calciumionen beladenen 
Kationenaustauschem die Ausbeute bet etwa 85 % liegt. Oberraschenderweise ergibt sich auch noch der 
weitere Vorteil, da6 mehr als 90 % des als verwertbares Nebenprodukt entstandenen Sorbits mit einer 
Reinheit von mehr 98 % gewonnen werden kann. 

Die Produktzusammensetzung war wie folgt: 

40 



1 ,6-GPS 


46.2 % a. TS 


1,1-GPS 


4,1 % a. TS 


1,1-GPM 


49.6 % a. TS. 



45 

Beispiel 5: 

Es wurde analog Beispiel eine chromatographische Trennung nach der Hydrierung durchgefQhrt. wobei 
so jedoch jetzt eine Zeolith-Trennanlage entsprechend Beispiel 3 eingesetzt wurde. Hydrierte "Isomerisierte 
Saccharose" wurde in einer Menge von 15 bis 20 kg (Trockensubstanz) aufgetragen und mit entionisiertem 
Wasser eluiert. 

Die Analyse der erhaltenen Fraktionen zelgt, daB Mannit. Sorbit und Oligomere sich vollstandig in den 
ersten 5 Fraktionen befinden. AuBerdem sind darin auch etwa 5 % des GPM-Anteils enthalten. Der restliche 
55 GPM, der gesamte 1,1-GPS sowIe 1, 6-GPS finden sich in den Fraktionen 6 bis 16 wieder. 

Somit gelingt es, mehr als 97 % der erwQnschten Disaccharidalkohole frei von Sorbit, Mannit und 
Oligomeren zu gewinnen. 
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Beispiei 6: 

Zur Kristallisation der die Disaccharldalkohole enthaltenden Fraktionen wird ganz allgemein der Wasser- 
gehalt durch Verdampfen entfernt. Hierzu wurden diese Fraktionen z.B. die nach Beispiei 5 erhaltene 
5 Fraktion durch Verdamplen unter vermindertem Druck auf 90 bis 95 % Trockensubstanzgehalt aufkonzen- 
triert. auf einer gekuhlten Flache erstarren gelassen und anschliefiend gemahlen. Es wurde ein feinkorniges. 
nicht klebendes und freiflieBendes Produkt erhalten. 

Wenn das SUflungsmittel in Lebensmitteln mit einem hohen Trockensubstanzgehalt eingesetzt warden 
soli, ist es von Vorteil. die Kristallisationsneigung des 1,1-GPM durch Erhohung des 1.1-GPS zu unterdrOk- 
70 ken. Dieses wird mit einer weiteren Art von Bakterienstammen erreicht, wie das folgende Beispiei zeigt. 

Beispiei 7: 

Zur IHersteilung dieses Biokatalysators wurden von einer Abimpfung des Stammes Pseudomonas 
16 mesoacidophila MX-45 (Perm 11808) Zellen mit 10 ml etnes sterilen Nahrsubstrates aus 8 kg Dicksaft von 
einer Zuckerfabrik (Trockensubstanzgehalt = 65 %). 2 kg Maisqueliwasser, 0.1 kg (NH4)2 HPO4 und 89.9 
kg destilliertem Wasser auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt, abgeschwemmt. Diese Suspension dient als 
Impfgut fUr eine Schuttelmaschinen-Vorkultur in einem 1 -Liter- Kol ben mit 200 ml der Nahrlosung. 

Nach einer 30-stundigen Bebrutung bei 29* C wurden mit je 10 Kolben (Gesamtinhalt 2 Liter) 18 Liter 
20 Nahrlosung obiger Zusammensetzung in einem 30-Liter-Klelnfennnenter beimpft und bei 29 • C mit 20 Liter 
Luft pro Minute und einer Ruhrgeschwindigkeit von 350 Upm fermentiert. 

Nach Erreichen von Keimzahlen uber 5x10^ Keimen/ml wurde die Fermentation abgestellt, die Zellen 
durch Zentrifugation aus der FermenterlSsung abgeerntet. in einer 2%-igen Natriumalginatlosung suspen- 
dlert und durch EIntropfen der Suspension in eine 2%-ige Calciumchloridlosung immobilisiert. Die entstan- 
25 denen Immobilisatkugein wurden mit Wasser gewaschen. Dieser Biokatalysator ist bei + 4* C mehrere 
Wochen lagerfahig. 

Zur HerstiBllung von "Isomerisierter Saccharose" wurden die derart erhaltenen immobilisierten Zellen 
von Pseudomonas mesoacidophila MX-45 (Perm 11808) in einen temperierbaren Saulenreaktor gefullt. auf 
etwa 25 bis 30* C temperiert und mit einer Saccharoselosung mit etwa 35 bis 45 % TS-Gehalt 
30 kontinuierlich durchstr5mt. Die FlieBgeschwIndigkeit wurde dabei so eingestellt. daB mindestens 97 % der 
eingesetzten Saccharose umgelagert wurden. 

Eine HPLC-Analyse der aus dem Saulenreaktor austretenden "Isomerisierten Saccharose" ergab 
folgende Zusammensetzung: 



Fructose 


0.2 % a. TS 


Glucose 


0.2 % a. TS 


Saccharose 


1 ,0 % a. TS 


Isomaltulose 


12.5 % a. TS 


Isomaltose 


0.2 % a. TS 


Trehalulose 


85.7 % a. TS 


Oligomere (DP > 3) 


0.2 % a. TS 



Die derart hergestellte "Isomerisierte Saccharose" wurde analog Beispiei 1 zunSchst von der nicht 
4S hydrierfahigen Rest-Saccharose befreit und an Raney-Nickel bei etwa 80* C mit Wasserstoffgas unter 
Druck bei 8 bis 12 MPa kontinuierlich hydriert. 

Nach Nickel-Abtrennung und Reinigung durch lonenaustausch hatte die unter neutralen Bedingungen 
hydrierte "Isomerisierte Saccharose" die folgende Zusammensetzung: 



Man nit 


0.4 % a. TS 


Sorbit 


1 ,0 % a. TS . 


1.1-GPM 


57,7 % a. TS 


1,1 -GPS 


34.4 % a. TS 


1,6-GPS 


6,4 % a. TS 


hydrierte und nicht-hydrierte Oligomere 


0.2 % a. TS 
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Um die hydrierten und nicht hydrierten Oligomeren sowie Sorbit durch chromatographische Trennung 
aus dem Produkt zu entfernen. wurde die chromatographische Trennung nach der Hydrierung mit einer 
chromatographischen Trennsaule gemaS Beispiel 4, also mit einem mit Natrium- bzw. Kaliumionen 
beladenen starksauren Kationenaustauscherharz durchgefuhrt. 
5 Die Analyse der erhaltenen Fraktionen zeigt, dafl die ersten 3 Fraktionen die Oligomeren und ca. 4 % 

des GPM enthalten. In den Fraktionen 4 bis 8 ist der restliche GPM, der gesamte 1.1 -GPS und etwa 99 % 
des 1,6-GPS sowie etwa 50 % des Mannits enthalten. Der restliche 1,6-GPS sowie Sorbit und Mannit 
werden in den Fraktionen ab Nr. 9 elulert. 

10 Beispiel 8: 

Zur Feststellung der relativen SQSkraft wurden in eInem Dreleckstest von jeweils 15 Versuchspersonen 
folgende Losungen miteinander verglichen: 

a) Zwei 7 %ige Saccharoselosungen gegen eine 15,5 %ige Losung des neuen SuSungsmittels gemaS 
75 Beispiel 3. 

b) Zwei 7 %ige Saccharosel5sungen gegen eine 17,5 %ige Losung dieses neuen SQBungsmittels. 

c) Zwei 7 %ige Saccharoselosungen gegen eine 18.5 %ige Losung dieses neuen SuSungsmittels. 
Beim Test a) wurde von sechs Personen das neue SQBungsmittel herausgefunden: Kein statistisch 

gesicherter Unterschied zu den Saccharoselosungen. 
20 Beim Test b) wurde von zwolf Personen das neue SQBungsmittel als "sOBer" herausgefunden: 
Statistisch gesicherter Unterschied mit p = 0,99. 

Beim Test c) wurde ebenfalls von zwolf Personen das neue SQBungsmittel als "sQBer" herausgefunden: 
Statistisch gesicherter Unterschied mit p = 0.99. 

Die SuBkraft des erfindungsgemaBen SQBungsmittels betragt 45 % der Saccharose. Zur Anhebung der 
25 SQBkraft IMBt sich das neue SQBungsmittel mit Fructose. Xylit. Saccharin. Cyclamat. Aspartam Oder 
Acesulfam-K mischen. 

Beispiel 9: 

30 Zur Herstellung von Speiseeis mit dem neuen SQBungsmittel wurden 22,1 kg sQBe Sahne (40 % Fett i. 
Trockenmasse), 68,1 kg Vollmilch (3,7 % Fett i.T.) und 4,5 kg IVIagermilchpulver mit 15 kg des SuSungsmit- 
tels gemaB Beispiel 3 und 0,3 kg Stabilisator vermischt. homogenlsiert und sterilisiert. Nach der Sterilisation 
wurden 53 g fein gemahlener Phenylalaninasparaginsauremethylester der Eismasse zugesetzt, verruhrt, 
aufgeschlagen und gefroren. Das Produkt hat die gielche SQBe und den gleichen Geschmack, wie mit 15 kg 

35 Zucker hergestetltes Speiseeis. 

Bei Frucht-Eiskrem ist es sogar von Vorteil, auf eine AufsuBung zu verzichten, da das neue SQBungs- 
mittel den Fruchtgeschmack wesentlich besser zur Geltung bringt. 

Beispiel 10; 

40 

Zur Herstellung einer kalorienarmen Erdbeerkonfiture wurden 1 kg zerkleinerte Erdbeeren zusammen 
mit 1 kg des neuen SQBungsmittels gemaB Beispiel 3 und 8 g eines mittelveresterten Pektins mit 150' 
SAG-USA (Ullmann, Enzyklopadle der technischen Chemie. 3. Auflage, Bd. 13, S, 180) sowie 7 g 
Weinsaure, drei Minuten lang gekocht und in vorbereitete Glaser abgefQIIt. 
45 Bin Vergleich mit einer mit Zucker hergestellten Konfiture zeigte keinen Unterschied bezQgllch Konsi- 
stenz, die SQBe war etwas gerlnger, dafOr jedoch der Erdbeergeschmack spQrbar starker. Nach Lagenjng 
von sechs Monaten Dauer zeigte sich keine Kristallisationsneigung des SQBungsmittels. 

Patentansprtiche 

so 

1. Verfahren zur Herstellung eines SuSungsmittels dadurch gekennzelchnet, daB man 

a) in einem ersten Verfahrensschritt Saccharose enzymatisch in ein als "isomerisierte Saccharose" 
bezeichnetes Saccharidengemlsch mit einem Disaccharidanteil von mehr als 85 Gew.% umwandelt, 

b) in einem zweiten Schritt die "isomerisierte Saccharose" von nicht isomerisierter Restsaccharose 
55 durch enzymatische und/oder H'^-katalysierte Spaltung befreit, 

c) in einem weiteren Verfahrensschritt die "isomerisierte Saccharose" katalytisch hydriert. wobei 
vorzugswelse 
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d) entweder vor Oder nach der katalytischen Hydrierung das erhaltene Gemisch einer chromatogra- 
phischen Trennung unterworfen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB man die enzymatische Unnwandlung der 
5 Saccharose mit Bakterienstammen aus der Gruppe von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77), 

Serratia plymuthica (ATCC 15928), Serratia nnarcescens (NGIB 8285), Leuconostoc /nesenteroldes 
(NRRL-B 512 F (ATCC 1083a)) und Erwinia rhapontici (NCPPB 1578) durchfuhrt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi man die enzymatische Umwandlung der 
70 Saccharose mit Bakterien der Art Pseudomonas mesoacidophiia oder Agrobacterium radtobacter in 

wassriger L<5sung durchfUhrt 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS man die Saccharose mit den Bakterien- 
stammen Pseudomonas mesoacidophiia MX- 45 (Perm 11808) oder Agrobacterium radiobacter 

75 MX-232 (Perm 12397) durchfuhrt. 

5^ Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die chromatographische 
Trennung zur Entferrrung der in der IVIischung enthaltenen Oligosaccharidalkohole und/oder Monosac- 
charidalkohole an mit Natrium-, Kalium- oder Calcium-lonen beladenen, starksauren Kationenaustau- 
20 scherharzen oder an Zeoiithen mit einem Si/Al-Verh3ltnis > 50 durchfUhrt. 

6. SuBungsmittel, insbesondere hergestellt nach dem Verfahren gemaB Anspruch 1, 2 und 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB es ein Gemisch aus 
10 bis 50 Gew.% 6-0-a-D-GiucopyranosyI-D-sorbit (=1.6 GPS) 
26 2 bis 20 Gew.% 1 -O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1.1 GPS) 

30 bis 70 Gew.% 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (=1,1 GPIS4) 
enthSlt. 



7. SUBungsmittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es 
30 25 bis 50 Gew.% (=1.6 GPS) 
2 bis 20 Gew.% (=1.1 GPS) 
35 bis 60 Gew.% (=1.1 GPM) 
enthalt. 

35 8- SuBungsmittel, insbesondere hergestellt nach dem Verfahren gemSB Anspruch 1 und 3 bis 5, dadurch 

gekennzeichnet, daB es ein Gemisch aus 

5 bis 10 Gew.% 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1,6 GPS) 

30 bis 40 Gew.% 1-0-a-D-GIucopyranosyl-D-sorbit (=1,1 GPS) 

45 bis 60 Gew.% 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (= 1.1 GPM) 
40 enthalt. 

9. SUBungsmittel nach Anspruch 6 bis 8. dadurch gekennzeichnet, daB es geringe Mengen Mannit, 
Sorbit, hydrierte oder nicht hydrlerte Oligosaccharide (DP ^ 3) Oder Gemische dieser enthSlt. 

46 10. Verwendung von SuBungsmitteIn nach einem der Anspruche 7 bis 9 in fester oder flUssiger Porm als 
SUBungsmittel fUr Nahrungs- und GenuBmittel. 
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